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背景と目的  
 Ralstonia sp.NT-80 は、様々な誘導剤を添
加することでリパーゼ (EC3.1.1.3)を分泌す
る。特に、高級アルコール等を誘導剤に用い
た時に、リパーゼの高生産が観察される。こ
れを当研究室ではリパーゼの超誘導発現シス
テムと呼んでいる。この場合、一般的な誘導
剤と比較してリパーゼの生産量が 10 倍以上
にもなることが報告されているが、詳細な分
子機構は未だ解明されていない 1)。一方、
Ralstonia sp.NT-80 と 近 縁 種 で あ る
Pseudomonas alcaligenes  においては、リ
パーゼの発現が LipQR 二成分制御系によっ
て制御されていることが見出されている。二
成分制御系では、外界からのシグナルをリン
酸化酵素 LipQ が感知し、転写調節因子 
LipR をリン酸化することで活性化する。活
性化された LipR は、リパーゼ遺伝子の上流
に存在する転写調節領域に直接結合し、遺伝
子発現を促進する 2)。     
NT-80 においても P. alcaligenes と同様の
転写因子が存在し、それがリパーゼ遺伝子の
転写を制御していることが考えられた。当研
究室のこれまでの研究で、P. alcaligenes の
LipR のアミノ酸配列と比較した結果、NT-80
ゲノム上には LipR ホモログが 5 種確認され
た。そのうちの LipR80-1 と LipR80-2 の機
能解析が行われたが、リパーゼ発現への関与
は見出されなかった 3)。そこで本研究では P. 
alcaligenes における LipR とのアミノ酸配列
の相同性が最も高い LipR80-4 に注目し、
NT-80 のリパーゼ超誘導発現への関与を検証
し、LipR80-4 の機能解析を行った。  
 
実験方法  
(1) lipA 遺伝子転写活性測定  
NT-80 ゲノム上の LipR80-4、LipQ80-4 を
コードする遺伝子(lipR80-4,lipQ80-4)に対し
それぞれ、カナマイシン耐性遺伝子、ゲンタ
マイシン耐性遺伝子を挿入することにより遺
伝子破壊を行った。Stearyl alcohol を 1%添加
したポリペプトン液体培地を用いて、作製し
た遺伝子破壊株 ΔlipR80-4 または ΔlipQ80-4
を 30℃で 48h 培養した。回収した菌体から
total RNA を抽出し、cDNA へと逆転写した。
得られた cDNA を鋳型とし、qPCR を行うこ
とで lipA 遺伝子転写活性を測定した。  
(2) LipR80-4 のリン酸化部位特定  
NT-80 と近縁種である P. alcaligenes にお
いて、リン酸化酵素 LipQ が LipR の 52 番目
のアスパラギン酸残基をリン酸化することで
LipR が活性化される 4)。この結果を受け、  
P. alcaligenesのLipRのアミノ酸配列と比較
することで LipR80-4 のリン酸化部位を予測
した。予測した 59 番目のアスパラギン酸残
基(D59)をアラニン(A)またはグルタミン酸
(E)でアミノ酸置換を行い、lipA 遺伝子転写
活性測定を行うことでリン酸化部位の特定を
試みた。  
(3) Electrophoresis Mobility Shift Assay 
(EMSA) 
lipA 遺伝子上流領域をプローブとして
EMSA を行い、DNA-LipR80-4 間の相互作用
の有無を観察した。lipA 遺伝子上流 200 bp
を PCR 法により増幅し、ジゴキシゲニン
(DIG)タグを付加した。これに大腸菌内で発
現させた精製 LipR80-4 を相互作用させ、ア
クリルアミドゲルを用いた電気泳動法により
分離し、ナイロンメンブレンに転写した。そ
の後 DIG 特異的抗体を用いて、DIG 標識プ
ローブを発色検出した。  
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(1). lipA 遺伝子転写活性測定  
ΔlipR80-4、ΔlipQ80-4 の lipA 遺伝子転写
活性測定の結果を以下の Fig.1 に示す。  
 
Fig. 1 リパーゼ遺伝子転写活性測定  
野生型(wt)と比較して ΔlipR80-4、
ΔlipQ80-4における lipA遺伝子転写活性が共
に著しく低下した。この結果から、stearyl 
alcohol に応答した LipQ80-4 により
LipR80-4 がリン酸化され、活性化すること
で lipA 遺伝子の転写を促進している可能性
が示唆された。  
(2) LipR80-4 のリン酸化部位特定  
D59 をアラニン(A)またはグルタミン酸(E)
で置換した株(D59A、D59E)を作製し、lipA
遺伝子転写活性測定を行った(Fig. 2)。
Fig. 2 LipR80-4 におけるリン酸化部位特定 (1,wt 
2,ΔlipR80-4 3,相補株  4,D59A 5,D59E) 
 D59A における lipA遺伝子の転写活性は著
しく低下したが、D59E においては転写活性
が回復した。これはアスパラギン酸とグルタ
ミン酸の構造が酷似しているためにリン酸化
が模倣されたことが原因であると考えられる。
この結果から D59 がリン酸化され、LipR80-4
が活性化することでリパーゼ遺伝子発現を促
進していることが示唆された。  
(3) EMSA 
 EMSA により lipA 遺伝子上流領域と精製
LipR80-4 との相互作用を観察した(Fig. 3)。  
 
Fig.3 EMSA による lipA 遺伝子上流領域と
LipR80-4 の相互作用観察  
LipR80-4 添加時では非添加時のものと比
較して DIG 標識プローブが上方にシフトし
ていることからプローブと LipR80-4 の複合
体が形成されていると考えられ、lipA 上流領
域に LipR80-4 が直接結合することが明らか
となった。また、変異プローブを用いた
EMSA により LipR80-4 が lipA 上流
-108~-38bp の領域に結合することが確認さ
れた。  
 
まとめ 
Stearyl alcohol の LipQ80-4 への具体的な
作用は未だ明らかとなっていないが、stearyl 
alcohol が細胞内に取り込まれることで
LipQ80-4 の直近に存在し、環境の変化に応
答するとされるセンサーキナーゼへシグナル
が伝達され、LipQ80-4 が自己リン酸化する
と考察している。その後、LipR80-4 の D59
をリン酸化させ、活性化した LipR80-4 が
lipA 上流-108~-38bp 付近の配列に結合する
ことで lipA 遺伝子の転写が促進される。  
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